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) Dfe vorHegende Erfindung betrtfft die Verwendung von 
Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metastasen-Prophy- 
laxe. Insbesondero eignet sich Bromelain fur die struktureJIe 
Modulterung der von Krebszellen exprimierten CD44-Ober- 
flfichenmolekuie, die fur die metastaaierenden Sgenschaf- 
ten von Tumoren verentwortiich seta kdnnen. 
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Beschr ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung 
von Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metasta- 
sen-Prophylaxe. 

Als Krebs bezeichn t man die malignc Entartung kflr- 
per igener Zellen, di durch fortgesetzt Zelkeilung zur 
Entst hung maligner Neoplasien ftthrt Krebsg webe 
umerscheidet sich vom normalen Gewebe durch unbe- 
grenztes, invasives und destruktives Wachstum, wobci 
die Neoplasien in das umgebende Gewebe eindringen 
und dieses zerstoren. FQr Krebswucherungen wird im 
allgemeinen ein klonaler Ursprung angenommen. Dabei 
konnen die unterschiedlichsten ZeJltypen ein bosartiges 
Wachstum annehmen und somit zu Krebs ffihren. Man 
unterscheklet aufgrund des unterschiedlichen histologi- 
schen Ursprungs verschiedene Krebsformen, wie Sar- 
kome (mesenchymale Geschwulst), Karzinome (epithe- 
hale Geschwulst), Leukimien, Lymphome, Plasmocyto- 
me, Melanoinc, Glioblastome etc Sarkome treten z. E 
als Geschwulste der Muskeln, der Knochen Oder des 
lymphatischen Systems (maligne Lympbome) auf. Kar- 
zinome entwkkeln sich unter anderem in der Haut, der 
Lunge, im Magen und Darm, Prostata, Geb&rmutter und 
weiblicherBrust 

Krebszellen konnen sich aus dem ursprOngltchen Tu- 
mor KVsen und sind z. B. auf dem Lymph- oder Blutweg 
zur Biklung von Metastasen (Tochtergeschwulsten) fo- 
hig. Die histologische Struktur der Metastasen gleicht 
meist der des Primflrtumors. Man unterschekJet nach 
dem Fundort lokale Metastasen (in der Umgebung der 
Prim&rgeschwulst), regionflre Metastasen, die auf dem 
Lymphweg entstehen und hflmatogene Femmetastasea 

Wlhrend Primfirtumore durch Operation entfernt 
oder durch Bestrahlung und/oder Chemotherapie zer- 
start werden kdnnen, ist die Medizin gegen "vagabun- 
dierende" Krebszellen, die spftter zu Metastasen fQhren, 
fast immer machtlos. Daher sterben die meisten Kreb- 
spatienten nicht am Prim&rtumor, sondern an den Meta- 
stasen. 

Voraussetzung fur die Entwicklung einer wirksamen 
Metastasenprophytoe und/oder Metastasenbehand- 
lung ist das Verstftndnis der Mechanismen, wie es den 
metastasierenden Krebszellen gelingt, die Gef&Bwdnde 
von Blut- und Lymphbahnen zu durchbrechen und in 
weit entfemte Korperregionen vorzudringen. Deshalb 
versuchen seit vielen Jahren Biologen und Mcdiziner, 
die biochemischen Mechanismen aufzuklftren, die die- 
sem viele Schritte umfassenden ProzeB zugrundeliegen. 
Eine entscheidende Bedeutung wird dabei bestimmten 
OberflichenmolekOlen der Krebszellen beigemessen, 
mit den en diese sich an Zellen heften, die die Blut- und 
Lymphgef&Be ausklekien. Die Adhasion erm5gficht es 
den Krebszellen in das, die Blut- oder Lymphgef&Be 
umgebende Gewebe einzudringen und dort Metastasen 
zubilden. 

Neuere Forschung hat ergeben, daB einer Variante 
des Oberfl&chenmolekOis CD44 eine entscheidende 
Rolle bei der Metastasenbi&dung zukommt CD44 ist ein 
im Menschen vorkommendes, stark giykosfliertes Pro- 
tein, das auf vielen Zellen, insbesondere des peripheral 
Blutes, vorhanden ist (M. Stoll in Leukocyte Typing IV, 
Herausgeber: W. Knapp et ai, S. 619—622, Oxford Uni- 
versity Press). Varianten dieses Molekflls konnen auch 
auf bestimmten Zellen der Haut und auf manchen Epit- 
helzellen in der embiyonalen Entwicklung nachgewie- 
sen werden. Alle Varianten bestehen aus ein m kon- 
stanten Teil (KT) und variablen Teil (VI). CD44- Varian- 
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ten wurden uberraschenderw ise auch auf Ob rflftchen 
von Tumorzellen nachgewiesen (Arch, RA. taL, Scien- 
ce 257 (1992), S. 682-685). 
Es konnte gezeigt werden, daB die von Krebszellen 
5 exprimiertc CD44-Variante fOr die metastasi renden 
Eigenschaften des Tumors verantworth'ch ist Tumorzel- 
Hnien, di sich nur durch das Vorhandensein oder Fehlen 
von CD44 unterscheiden, fOhren in vivo entweder zu 
metastasierenden (CD44+)- oder soliden (CD44)-Tu- 
io moren (Arch, RA. et al. Science 257 (1992), S. 682—685). 
Die RoQe von CD44 bei der Metastasienmg wird zur 
Zest noch nkht voDstfindig verstanden. Es wird die Hy- 
po these diskutiert, daB die Expression dieses Molekuls 
metastasierende Krebszellen vor einer Attacke durch 
15 zytotoxische Zellen des Immunsystems schfitzt Die 
Krebszelle tftuscht mit CD44 quasi eine Zelle des Blutes 
vor. Besondere Eigenschaften von Lympbozyten, wie 
z. & die Adhasion in den Gef&Ben des lymphatischen 
Systems oder die Moglichkeit, Blut- und Lymphbahnen 
20 zu verlassen, konnten durch CE>44 vennittelt werden. Es 
ist vorstellbar, daB diese Eigenschaften auf GD44 expri- 
mierende Krebszellen Cbergehen und dadurch eine Me- 
tastasierung erleichtem. 
Es ist experimentell geskhert, daB monoklonale Anti- 
25 kdrper (mAK), die gegen CD44 gerichtet sind, die Aus- 
breitung von Metastasen verhindem konnen, 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung eines Arzneimittels, das das Metastasierungs- 
potential von Krebszellen reduziert 
30 Diese Aufgabe wird erfmdungsgem&B dadurch geldst, 
daB zur Herstcflung eines Medikaments zur Behandlung 
von Krebs und/oder der Verhfltung der Metastasierung 
die pflanzbebe Protease Bromelain verwendet wird 
Es wurde Qberraschenderweise gefunden, daB pro- 
35 teolytische Enzyme, insbesondere Bromelain, verschie- 
dene Epitope des CD44^berflfichenmolek0ls struktu- 
rell modifiziereD. Wegen des hohen Glykosilierungsgra- 
des der CD44- Varianten ist dieser Bef und nicht vorher- 
sehbar gewesen. Durch die enzymatische Strukturmo- 
40 dulation von CD44 vcriiert die Zelle ihre metastasieren- 
den Eigenschaften. 

Bromelain kann somit fur die Krebstherapie und/oder 
Metastasen-Prophyiaxe verwendet werden. CD44-ver- 
mittehe Tumoren bzw. Krebszellen sind z. B. Ovarial- 
45 karzinome, Kotonkarzinome, Melanomzellen, mye- 
loische ZeDen a a. 

Die pflanzlkhe Protease Bromelain hat sich erfin- 
dungsgemftB als besonders wirkungsvoll erwiesen; je- 
doch wird der vorteOhafte Effekt von Bromelain durch 
50 die Verwendung weiterer Enzyme, wie Z.B. Papain, 
Trypsin, Lipase, Amylase, Chymotrypsin und/oder Pan- 
kreatin, untcrstfltzt 

Die erfindungsgemiB verwendete pflanzlkhe Protea- 
se Bromelain ist nach fiblkhen Methoden aus dem PreB- 
55 saft der Ananas isolierbar. 

Papain ist ein proteofytisches Enzym, das aus dem 
MBchsaft der unreifen, fleischigen FrQchte des Melo- 
nenbaums Carica papaya mit Gbikhen Methoden her- 
stdlbarist 

go Trypsin und Chymotrypsin sind proteolytische Enzy- 
me, die bekanntermaBen aus Pankreas gewonnen wer- 
den fcSnnen. 

Iipasen gehOren zu der Untergruppe der Esterasen 
und werden aus Pankreas oder dem Pilz Rhizopus arrhi- 
« zusisoliert 

Amylasen sind Glykosid-spaltende Enzyme, die bei- 
spielsweise aus Pankreas oder spezieBen Mikroorganis- 
meng wonnen werden. 
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Vorzugsweise wird als Lipase Triacylglycerollipase 
und/oder als Amylase ct-Amylas verwendet Pankrea- 
tin wird uMcherweise aus Schweine- od r Rinderpan- 
kreas isoliert 

Einebesondersgute Wirksamkeithatdiekombinierte 5 
V rwendung von 50 bis 200 mg, vorzugsweise 100 mg 
Pankreatin, 20 bis 100 rag, vorzugsweise 45 mg Brome- 
lain, 40 bis 100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg Triacylglycerollipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg a-Amylase, 10 bis 30 mg, 10 
vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, vorzugsweise 
1 mg Chymotrypsin pro Dosisemheit 

Weiterhin kdnnen vorzugsweise zusatzlich Rutosid 
ein zu den Flavonoiden gehdrendes Glykosid, und/oder 
Serratia- Peptidase (aus Mikroorganismen der Gattung 15 
Serratia) verwendet werdea 

Fflr die Herstellung von pharmazeutischen Pr&para- 
ten, die die crfoidungsgemaBen Enzyme enthalten, kdn- 
nen weiterhin die Qblichen Hilfs- und/oder TragerstofTe 
verwendet werden. 20 

Die folgenden Beispiele eri&utern die Erfindung. 

Beispiel 1 

2x10* Zellen (z.B. aktivierte T-Lymphozyten oder 25 
Zellen der leukamischen Zellinien U937 und MOLT 4/8) 
in 80 ui serumfreiem Medium wurden mit 20 ul einer 
Protease- Losung (Bereich der Endkonzentration 
40,0— 2^0 ug Protease/ml) versetzt und 1 Stunde bei 
37°C im Inkubationsschrank (100% Luft, 5% CO2) inku- 30 
biert 

Nach der Inkubation erfolgte zweimaliges Waschen 
der Zellen mit Phosphat-gepufferter, isotonischer Koch- 
salzlosung pH 7,3 (PBS); der durch das Waschen beding- 
teVerdflnnungsfaktorwarl :250a 35 

Nach dem Waschen wurden die Zellen in 100 ul PBS 
aufgenommen und mit einem CD44-spezifischen mono- 
klonalen Antikdrper (lOOng/ml), welcfaer mit einem 
Flu reszenzfarbstoff, z. B. Huoreszeinisothiocyanat, 
konjugiert war bei 4° C 30 Minut en lang rnarkiert 40 

Durch zweimaliges Waschen mit PBS wurde der 
Oberschussige, ungebundene Markierungsantikflrper 
entfernt Die Zellen wurden dabei durch Zentrifugation 
vom Waschmedium getrennt 

Nach Aufhahme der Zellen in 100 ui PBS wurden die 45 
Analysenproben bis zur Messung in einem Eisbad auf- 
bewahrt Die Messung der Dichte der Antik6rper-mar- 
kierten CD44-Oberfiachenmolek0le erfolgte mit Hilfe 
eines Durchflufizytometers. 

Durch Vcrgleich der Mefidaten von Protease- behan- 50 
delten Zellen und Referenzproben, konnte die spezifl- 
sche, CD44-Struktur-mc<iuHerende Eigenschaft der 
Proteasen bestimmt werden. 

In den Fig. 1 bis 6 sind einige Ergebnisse der durchge- 
fUhrten Versuchsreichen graphisch dargestellt 55 

Fig. la und lb veranschauhchen die Anderung der 
relativen Dichte der Epitope L-178 (Kg. la) und J- 173 
(Fig. lb) des CD44-Molekttls nach Behandlung von Zel- 
len der leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit verschie- 
denen Konzentrationen der pflanzlichen Proteasen Bro- 60 
melain und Papain. 

Fig. 2 veranschaulicht die Anderung der relativen 
CD44-Dichte durch Behandlung von Zellen der leuka- 
mischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit den pflanzlichen Pro- 
teasen Bromelain und Papain. 65 

Die Fig. 3 und 4 zeigen die Abhangigkeit der Veran* 
derung des Epitops L-178 des CD44-Molekfils auf 2fcl- 
len der leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 von der 
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Konzentration der pflanzlichen Proteasen Bromelain 
(Fig. 3) und Papain (Fig. 4). 

Die Fig. 5 und 6 veranschaulichen di Veranderung 
des Epitops L-178 des CD44-Molekms auf Zellen der 
leuka^mschenT-Zellini MOLT 4/8 durch a2-Makroglo- 
bulin-komplexierte Proteasen nach einstundiger Inku- 
bation (Fig. 5) und vierstQndiger Inkubation (Fig. 6) bei 
37*C 

Die in den Fig. 1 bis 4 dargestellten Ergebnisse zeigen 
eindeutig, daB die pflanzliche Protease Bromelain das 
CD44-Oberflachenmolekul in einer Weise verandert, 
daB dieses nicht mehr von spezifischen monoklonalen 
Antikorpern erkannt wird Unterschiedliche Epitope 
von CD44 werden dabei in einem unterschiedlichen 
AusmaB strukturell moduliert (vgL Fig. la und lb). Es 
konnte auBerdem gezeigt werden, daB Bromelain im 
Vergleich zu Papain eine hdhere Wirksamkeit hinsicht- 
lich der Modfizierung des stark glykosylierten 
CD44- Antigens besitzt Aus den Fig. 5 und 6 geht her- 
vor, dafi Bromelain durch az-Makroglobulin nicht ent- 
scheidend gehemmt wird. aa-Makroglobulin ist ein Pro- 
teaseinhibitor, der a a. im menschlichen Blutserum vor- 
kommt 

Da Bromelain das CD44-Oberflflchenmolek01 struk- 
turell moduliert, ist diese pflanzliche Protease fOr die 
Verhinderung der Metastasierung von Krebszellen bzw. 
zur Therapie von Krebs geeignet 

PatentansprQche 

1. Verwendung von Bromelain zur Krebstherapie 
und/oder Metastasen-Prophylaxe. 
Z Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich mindestens eine weitere 
pflanzliche Protease verwendet wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als weitere pflanzliche Protease Pa- 
pain verwendet wird 

4. Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich mindestens 
eines der Enzyme Trypsin, Lipase, Amylase, Chy- 
motrypsin und/oder Pankreatin verwendet wird 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Lipase Triacylglycerollipase ver- 
wendet wird 

6. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet daB als Amylase a-Amylase verwendet 
wird 

7. Verwendung nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB zus&tzlich 
Rutosid verwendet wird 

8. Verwendung nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 50 bis 
200 mg, vorzugsweise 100 mg Pankreatin, 20 bis 
100 mg, vorzugsweise 45 mg Bromelain, 40 bis 
100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 50 mg, 
vorzugsweise 10 mg Triacylglycerollipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg a-Amylase, 10 bis 
30 mg, vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, 
vorzugsweise 1 mg Chymotrypsin pro Dosiseinheh 
verwendet werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zus&tzlich 10 bis 100 mg, vorzugswei- 
se 50 mg Rutosid x 3H2O pro Dosisemheit ver- 
wendet werden. 

tO. Verwendung nach mindestens einem der An- 
sprOche 1 bis 9, dadurch gek nnzeichn t, dafi zu- 
sittUch Serratia-Pepudase verwend twird 
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Offenlegungstag: 28. Juli 1394 



Abb. 1a 



Modulation des CD44~Epitopes L-178 

durch proteolytische Enzyme nach 1 Stunde 
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ZEICHNUNGEN SHITE 2 



Nummer: DE 43 02 060 A1 

IntCL*: A81K 37/54 

Offenlegungstsg: 28. Juti 1994 



Abb. 1b 



Modulation des CD44-Epitopes J-173 

durch proteolytische Enzyme nach 1 Stunde 
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2EICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: DE43O206OA1 
IntCI.S: A61K 37/54 

Offenlegungstag: 28. Jul? 1994 



Figur 2 



Xnderung der relativen CD44-Dichte (Epitop L-178) 
auf der leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 durch 
Proteasen (40|ig/ml, lh) 
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Nummer: DE 43 02 080 A1 
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Offenl&gungsteg: 2& Juli 1994 



Figur 3 



Konzentrationsabhdngigkelt dnr Modulation 
des L-173 Epitopes des C044-Molek0ios 
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Figur H 
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ZE1CHNUNGEN SBTE 6 



Nummw: DE 43 02 060 A1 

Int. CI. 5 : A61K 37/54 

Offentegungstag: 28. Jult 1984 



Figur 5 



Modulation des L-178 Epitopes des CD44-MolekQles durch 
a 2 -Makroglobulin (a^-MG)-kompIexierte Protoasen (10/tg/ml) 
nach 1-stOndIger inkubatlon bel 37°C. 
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ZEJCHNUNGEN SEfTB 7 Nummer: OE 43 02 000 A1 

IntCI. 5 : A01K 37/6* 

Offenlegungstag: 28. Juli 1994 



Figur 6 



Modulation des L-178 Epitopes des CD44-Molekules durch 
a 2 -Makroglobulfn (a 2 -MG)-komplexferfe Proteasen (IQfig/ml) 
nach 4-stiJndJger Inkubatfon bei 37°C. 
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